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RESUMO

O processo inflamatério envolve a expressdo de uma ampla série de proteinas
inflamatérias, que incluem citocinas, quimiocinas, enzimas que produzem
mediadores inflamatdérios, receptores para mediadores inflamatérios e moléculas
de adesédo, cuja expressao génica de muitos destes elementos é controlada pelo
fator nuclear kappa B. Este fator pertence a uma classe de fatores de transcricdo
génica que, além de regularem a expressdo de multiplos genes envolvidos na
resposta inflamatdria, controla também outros genes em outros tipos celulares.
Vérios farmacos de acdo antiinflamatoria, tanto hormonais e ndo-hormonais como
0s corticoides e salicilatos, possuem acdo inibitoria sobre o fator nuclear kappa
B. Com a finalidade de desenvolver farmacos mais especificos e eficazes, muitos
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grupos de pesquisa vém explorando a acdo moduladora sobre este fator, com a
finalidade de controlar o processo inflamatério. Nesta breve revisdo abordaremos
0s aspectos farmacoldgicos mais importantes destes inibidores.

Termos de indexacdo: NF-kB, antiinflamatorios, glicocorticéide, inflamagéo.

ABSTRACT

Inflammatory responses are mostly mediated by the activation of Nuclear Factor
kappa B, a family of transcription factors present in virtually every cell type. Nuclear
Factor kappa B acts on genes for pro-inflammatory cytokines, chemokines
(chemotactic cytokines that attract inflammatory cells to inflammation sites),
immunoreceptors, and adhesion molecules. They play an important role in the
initial recruitment of leukocytes in the inflammatory site. The activation of Nuclear
Factor kappa B therefore leads to a coordinated increase in the expression of
many genes and it mediates inflammatory and immune responses. Salicylates
and glucocorticoids, are widely used anti-inflammatory drugs, now known to
inhibit the activation of Nuclear Factor kappa B. New generations of Nuclear
Factor kappa B-targeting anti-inflammatory agents that are specific, effective,
and cost-effective may, therefore, complement or replace current therapies. In
this short review, we describe some classes of Nuclear Factor kappa B inhibitors

and discuss important unresolved issues regarding their use.

Index terms: NF-kB, anti-inflammatory, glucocorticoid, inflammation.

A Resposta Inflamatéria

A inflamacéo costuma ser dividida em trés
fases: inflamacédo aguda, resposta imunoldgica e
inflamacao cronica. A reacdo inflamatodria aguda é,
normalmente, uma resposta de protecao localizada
do nosso organismo, quanto a capacidade de
combater infec¢des, remover e reparar tecidos
danificados por lesdes de origem fisica, quimica, ou
biolégicos, visando destruir, diluir, ou isolar o agente
agressort. O processo € iniciado e conduzido por
mediadores de origem celular e plasmatica que
atuam localmente, promovendo sinais caracteristicos
desta resposta, ou seja: dor, calor, rubor e tumor,
acompanhados ou ndo da perda de funcéo do tecido
ou Orgao afetado. Clinicamente, a reacdo
inflamatdria manifesta-se de maneira estereotipada
e independente da natureza do estimulo, podendo
ocorrer pequenas variagdes dependentes do tecido

ou 6rgao afetado, e da coexisténcia de estados
patolégicos.

Os varios mediadores inflamatdrios, incluindo
as citocinas, normalmente atuam no sentido de
restringir as consequiéncias e a extensdo do dano
tecidual, induzindo somente os sinais locais. Porém,
dependendo da persisténcia e/ou intensidade da
lesdo, as citocinas podem difundir-se e mediar sinais
e sintomas sistémicos como febre, aumento da
producdo de proteinas de fase aguda, leucocitose,
ativacdo do sistema complemento, alteracdes
metabdlicas e das concentracdes plasmaticas de
metais como ferro, cobre e zinco. Esta resposta
sisttmica é denominada Resposta de Fase Aguda
(RFA)2. Estes conjuntos de eventos moleculares sdo
mediados por diversas moléculas secretadas por
células ativadas, as quais possuem a finalidade
de ativar ou aumentar aspectos especificos da
inflamacdo. Estes compostos sdo ditos pro-
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-inflamatorios, significando que eles promovem a
inflamac&o. Estes, por sua vez, sdo classificados em
guatro grupos: aqueles com propriedades vasoativas
de leve contracdo muscular, aqueles que atraem
outras células (chamados de quimiotaticos), enzimas
e glicoproteinas®.

Durante o processo de inflamagdo, ocorre
aumento do namero de mondcitos circulantes e da
producdo destas células na medula éssea, assim
como, a reducao do tempo de permanéncia destas
células na circulacdo, uma vez que elas migram para
o foco da lesdo. No sitio inflamatério, os macrofagos
se ativam e passam a produzir grandes quantidades
de metabodlitos reativos do oxigénio e nitrogénio
(H,0,, O,, OH,, NO, ONOO), o que Ihes confere
alta capacidade microbicida e tumoricida*.

A ativacdo envolve a interacdo de citocinas
com receptores na membrana dos macréfagos,
desencadeando uma série de eventos moleculares,
gue incluem a hidrolise de fosfatidilinositol, formacéo
de diacilglicerol, alteracBes na concentragéo de célcio
citosdlico, ativacdo de proteina quinase C,
fosforilacdo de proteinas e alteracdes na expressao
génica®.

Bases moleculares da inflamacéo

Todo o processo inflamatério envolve a
expressdo de uma ampla série de proteinas
inflamat6rias que incluem: citocinas, quimiocinas,
enzimas que catalisam mediadores inflamatérios,
receptores para mediadores inflamatérios e
moléculas de adesdo. Varios destes sdo expressos
em células normais sob condi¢des habituais, porém
tém sua producdo aumentada por mecanismos
especificos, como por exemplo, nas doencas
inflamatorias. O padrédo de expressdo das citocinas
determina, em grande parte, a natureza e a
persisténcia da resposta inflamatéria. As mudangas
na transcricdo desses genes sao reguladas por
diversos fatores de transcri¢ao e o excesso de ativagéo
dos fatores de transcri¢do pode ser responsavel pela
prolongacéo da liberacdo de citocinas inflamatdrias®.

A ativacao transcricional € um processo
complexo podendo envolver multiplas vias de
transducéo de sinais intracelulares, incluindo as
proteinas quinases como o Mitogen-activated Protein
Kinases (MAPK), Janus Kinase” (JAK) e
Proteinoquinase C (PKC), estimuladas por receptores
da superficie celular. A ativagdo das vias MAPK pelo
estimulo pré-inflamatério conduz a ativagéo de varios
fatores de transcricdo, como EN-1, c-Myc, clun,
c-Fos, SRF e C-enhancer Binding Protein B (C/EBPR),
anteriormente denominado NF-IL6. Os fatores de
transcricdo podem também ser ativados diretamente
por ligantes (por exemplo, corticdides) ou serem
ativados dentro do citoplasma, expondo os sinais
de localizacdo nuclear, translocando-se para o
nucleo’.

Citocinas como o TNF-a e as interleucinas-1B
-4, -5, -10 e -13, atuam por meio de receptores
especificos. Varios sistemas de segundo mensageiro
sdo requeridos na ativacdo de fatores de transcri¢ao
dependentes de sinais, como o Nuclear Factor kappa
B (NF-KpP), fator de transcrigdo AP-1 e o Signal
Transducer and Activators of Transcription (STAT). A
ligacdo a estes fatores determina a indugdo da
transcricdo de proteinas pro-inflamatdrias.
Importantes sistemas de segundos mensageiros
incluem as MAPK, Jun N-terminal Kinase (JNK) que
ativa o AP-1, o NF-K[3 envolvendo os seus inibidores
(IkB) e as JAK que ativam as proteinas STAT®.

Outro evento importante no controle da
expressao destes genes € a acetilagdo das histonas
que permite o “desenrolar” da estrutura local do
DNA, remodelando a cromatina e liberando o acesso
para a acao de fatores de transcricdo na regido do
promotor®. A desacetilagdo da histona aumenta o
enrolamento do DNA ao redor dos residuos de
histona, resultando em cromatina mais densa, o que
determina um acesso restrito dos fatores de
transcricdo aos seus sitios de ligagdo, e desse modo,
reprimindo a transcricdo. A acetilagdo é regulada
por um balan¢o entre a atividade das
acetiltransferases das histonas (HAT) e das histona
desacetilases (HDAC)™X.
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Fator Nuclear Kappa B

O fator nuclear kaapa [3 (NF-K[) foi descrito
por Sem e Baltimore em 1986 como uma proteina
reguladora da expressé@o génica de imunoglobulinas
em linfocitos B. Atualmente sabe-se que este fator
também esta envolvido na transcricdo de diversos
genes ligados a resposta imunoinflamatdria, entre
outros genes envolvidos na apoptose e na
transformacao neoplasica celular. Alguns genes cuja
expressdo é controlada pelo NF-KB estdo descritos
na literatura, dentre eles os mais conhecidos séo: o
fator de crescimento GM-CSF, moléculas de adeséo
celular, MAd-CAM-1, ELAM-1, ICAM-1, VCAM,;
citocinas IL- 1, 2, 6, 8, TNF-a, INF-a e 3, anti-
-apoptéticos, TRAF-1, TRAF-2, c-IAP1, c-IAP2, entre
outros.

O NF-K[3 € um heterodimero composto por
duas subunidades, uma proteina de 50 kDa,
chamada de p50 ou NF-KB1 e uma outra de 65 kDa,
chamada de p65 ou RelA, as quais representam o
protétipo classico do NF-KB. Em outros tipos celulares
néo leucocitarios ou células de outros organismos,
como de insetos, estes dimeros podem ocorrer de
outras formas promovendo diversas combinacdes
heterodiméricas (p50/p52, p50/p105, p100/p529), e
provavelmente, combinacBes homodiméricas em
células de mamiferos (p50/p50).

Logo ap6s a identificacdo do NF-KB, em
(1998)*2, isolou-se outra proteina de 60 a 70 kDa de
atividade inibitoria, denominada |kB, que
especificamente associa-se a dimeros de NF-kB,
formando trimeros (p50/p65/ IkB) e impedindo que
0 NF-KB se ligue ao DNA quando dentro do ndcleo.
Além disso, essa forma trimérica obriga a retencéo
deste complexo no citoplasma. Na década passada
foram descritas varias proteinas inibitorias
englobando a familia das I|kBs (IkPa, IkBp, IkBy,
IkR-R, Bcl-3), entre outras.

O NF-KB pode ser ativado por uma variedade
de estimulos extracelulares, incluindo citocinas pro-
-inflamatérias com o TNF-a e a IL-1, fatores ativadores
de linfocitos T e B, LPS bacteriano, proteinas virais,

fatores de crescimento e fatores indutores de
estresse.

A ativagdo do NF-KB esta associada a
fosforilagao das serinas 32 e 36 da IkB conduzindo a
liberacdo do heterodimero. Em seguida a por¢ao
inibitoria IkB é degradada pelo proteossomo, apos a
ubiquinacdo da mesma. Além da fosforilagdo da
porcao IkB, para a liberacdo do heterodimero,
também ocorre a fosforilagdo do NF-KB como um
mecanismo indireto de ativacdo. Embora esse
mecanismo ndo seja muito bem compreendido,
alguns autores relatam que apo6s a fosforilagdo da
serina 276 da subunidade p65, aumenta-se
dramaticamente a atividade transcricional do NF-KB*3,
Ativo, o NF-KB é translocado para o interior do nucleo,
como um elemento regulador de transcricdo génica,
ligando-se aos elementos alvos cis ou elementos
trans* (Figura 1).

IL-1RI IL-1RACP

Ativacdo do NF-kB

Figura 1. Mecanismo de ativacdo do NF-kB.
O papel do NF-KB nas doencas inflamatorias

O NF-KB livre promove a regula¢do da
expressao de multiplos genes envolvidos na respostas
inflamatarias, incluindo moléculas de adesdo como
a ICAM-1 e VCAM-1, E-seletina, enzimas como a
COX-2, 5-LO, cPLA e a iNOS e a maior parte das
citocinas como IL-18, TNF-K, IL-6, GM e G-CSF e
guimocinas como a IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1k e
eotaxina®™?’,
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Atualmente estd bem relatado na literatura
gue o NF-kB é um dos reguladores mais importantes
da expressao de genes pré-inflamatorios. Como por
exemplo, a ativacdo da expressdo do ciclooxigenase
2 (Cox-2), que é uma enzima essencial para
producdo de prostaglandinas e tromboxanas no
processo inflamatdrio, e muitos dos elementos
moleculares envolvidos em varias doencas
inflamato6rias como artritre reumatoide, asma,
sinusite, entre outras!®,

Implicacdes terapéuticas para doencgas
inflamatorias

A terapéutica antiinflamatoria teve inicio ha
milhares de anos, com o uso de recursos naturais.
Atualmente, apesar do avango do conhecimento da
fisiopatologia e farmacologia da dor e da inflamag&o,
os resultados do tratamento ainda nédo séo
satisfatorios. Isso porque o emprego das diversas
opcOes terapéuticas ndo é capaz de inibir o inicio e
a manutencao do processo inflamatério sem riscos,
custos ou efeitos colaterais.

Os antiinflamatérios representam um grupo
numeroso de farmacos empregados no tratamento
da dor e da inflamag&o. Este grupo é constituido de
compostos heterogéneos que, em muitos casos, nao
estdo relacionados quimicamente. Os antiinfla-
matorios estdo divididos em duas principais classes.
S&o elas: os Antiinflamatérios Nao-Hormonais (AINE)
e os antiinflamatérios hormonais (corticosteroides)®.

Os antiinflamatorios AINE impedem a
conversao das prostaglandinas no processo
inflamatorio, porém, possuem uma meia vida
plasmatica e bioldgica curta, tornando-0s assim mais
seguros e com menos efeitos colaterais em relagao
aos antiinflamatdrios hormonais, que possuem uma
meia vida plasmatica e biolégica mais prolongada.
Todos os antiinflamatérios AINE sdo, via de regra,
anti-agregantes plaquetarios e podem provocar
hemorragias gastricas duodenais ou sistémicas, sendo
gue o representante mais conhecido deles &, sem
ddvida, o acido acetilsalicilico (AAS) 2.

Inibidores farmacoldgicos do NF-KB

A partir do conhecimento do NF-kB como
elemento fundamental da inflamagdo, este fator
tornou-se alvo para novos tratamentos antiinfla-
matorios, viabilizando novas geragdes de antiinflama-
torios e a rediscussdo do mecanismo de ac¢ao dos ja
existentes.

Alguns farmacos (AINE) sdo inibidores
farmacolégicos de COX-1 e 2, sendo que esta inibigédo
pode ser seletiva, ndo-seletiva ou altamente seletiva.
Um exemplo de um farmaco desta classe é o acido
acetilsalicilico. Desde 1971, seu mecanismo de agao
antiinflamatéria é conhecido por inibir inespecifica-
mente a COX 1 e 2, que por sua vez inibe a producao
de prostaglandinas.

Apesar de se conhecer tais mecanismos,
durante muito tempo duas questdes ndo foram
respondidas: a que era atribuida a inibigdo da COX
promovida pelo AAS, ja que nenhum tipo de
modificacdo é observado nesta enzima? Por que no
tratamento de inflamag&o cronica é requerida uma
dose mais alta para inibir as prostaglandinas?

Atualmente trabalhos da literatura abordam
a inibicdo do NF-kB como principal mecanismo de
acdo do AAS, por bloquear a fosforilacdo da IkB,
inibindo o sitio de liga¢do da IKKa, impedindo,
portanto, a expressdo dos genes que codificam as
ciclooxigenases. Ap6s a descoberta, de que o AAS
era um inibidor de NF-KB, varios grupos de pesquisa
comecaram a investigar se outras substancias
farmacoldgicas, desta mesma classe, também
possuiam o mesmo efeito inibitdrio sobre este fator
em concentragdes compativeis com os utilizados na
terapéutica, visto que outros antiinflamatérios ndo
hormonais como sulfasalazina, trifusal, ibuprofeno,
tepoxalina, indometacina também séo inibidores de
NF-KB.

Os glicocorticéides e os corticosterdides sdo
amplamente utilizados como antiinflamatorios e
imunossupressores e também sado inibidores de
NF-KB. Os glicorticoides ligam-se a receptores
plasmaticos especificos para glicorticoides (RGSs). Essas
complexa¢des funcionam como segundos
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mensageiros ativando a expressao de genes também
envolvidos na resposta imunolégica, sempre quando
ocorre a ligagéo de cortizol endégeno, promovendo
assim os mecanismos enddécrinos. Os glicocorticéides
sintéticos como a dexametasona e hidrocortizona,
por sua vez, ligam-se aos RGs com afinidade
semelhante aos hormdnios enddgenos, tornando-se
complexos de alta afinidade de ligagdo com o DNA.
O complexo penetra no ndcleo, ligando-se em
promotores génicos especificos ocasionando a
inducdo da transcri¢do destes genes?.

Um dos mecanismos dos glicocorticoides é
gue estes podem ativar a transcricdo da IKB,
especificamente a IKB[3, molécula responsavel por
manter o NF-KB inativo no citoplasma, promovendo
sua inibicdo, por impedir a translocacéo deste fator
para o nucleo. Além deste mecanismo, outros
também foram descritos, como a inibicdo antagonica
por interacdes proteina-proteina dentro do nucleo,
naqual, o receptor de glicocorticoide se liga ao
NF-KB, impedindo que o fator se ligue ao sitio
especifico do DNA?, seqliestrando a porgdo p65
associada a PKAc?, inibindo a fosforilagdo da RNA

Citocinas

polimerase 11 ou inibindo o NF-KB associado a
atividade histona acetiltransferase pela via histona
desacetilase®® (Figura 2).

Substancias antioxidantes

Os fagocitos, tais como macroéfagos,
eosinofilos e neutrdéfilos, geram espécies reativas
intermediarias de oxigénio, 0s quais também séo
responsaveis pela atividade microbicida, tumoricida,
e inflamatdria. Essa producéo de radicais livres €
também regulada pela ativagdo do NF-KB. Diversos
agentes causam o estresse oxidativo induzindo a
atividade do NF-KB, incluindo citocinas pro-
-inflamat6rias como IL-1, TNF-a, forbol éster e LPS.
Varias substancias com potencial terapéutico
antioxidante tém demonstrado bastante eficacia em
modelos experimentais de doengas inflamatdrias, por
inibirem a atividade do NF-KB. Dentre estas
substancias destacam-se a N-acetilcisteina,
diidrocarbamato de pirrolidona e as vitaminas
C e EZ

Meio extracelular

Glicocorticoide Proteina

P imunoinflamatoéria
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Figura 2. Mecanismo de acdo dos antiinflamatérios hormonais (Glicocorticéide) e ndo hormonais (AAS), segundo as vias de transdugéo de sinais
para a ativagcdo do NF-kB e no controle de expressdao génica das proteinas pro-inflamatérias.
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Proteinas recombinantes

Os recentes avancos nas ciéncias terapéuticas
estdo promovendo o surgimento da farmaco-
biotecnologia, que vem disponibilizando novas
moléculas de atividade bioldgica geradas a partir da
tecnologia do DNA recombinante. Estas novas
moléculas podem ser classificadas como biofarmacos,
0s quais podem ser inicialmente divididos em dois
subgrupos: proteinas recombinantes como
horménios, enzimas metabdlicas, anticorpos
monoclonais, entre outros, e 0s acidos nucléicos
(DNA e RNA), que podem ser utilizados em terapias
moleculares, como € o caso da terapia génica?.

May et al. em 200028, relataram o
desenvolvimento de um peptideo recombinante
inibidor de NF-KB, baseando-se nas reacdes de
fosforilacdo da IKB. Essa acdo catalitica é
imprescindivel para ativar a translocacéo nuclear do
NF-kB, promovendo assim sua ativagdo. O IKB é
formado por duas proteinas quinases IKKa e IKK[3,
gue sdo reguladas por um complexo protéico
chamado NF-kB Essential Modifier (NEMO). O
peptideo planejado possui uma interacdo espacial
entre os residuos de aminoacidos do complexo
NEMO, sendo assim nomeado NEMO Binding
Domain (NDB). Trata-se de um hexapepitideo, de
facil penetracdo celular, e seu mecanismo de acao
baseia-se no impedimento da fosforilagao das IKKs?.
Outros peptideos relatados na literatura, como (SN
50, NLS,TFD-ODNSs) impedem a entrada do NF-KB
no nicleo?.

Perspectivas Futuras

A contribuicdo desta revisao estda em indicar
gue todos os farmacos, uns mais outros menos,
podem causar efeitos adversos, levando a limita¢6es
de seu uso. A principal meta dos pesquisadores é
desenhar moléculas eficazes, que ajam especi-
ficamente em determinados tipos celulares. Depois
de anos de estudos dos antiinflamatorios, hoje esta

bem claro o papel do NF-kB na maquinaria molecular
da inflamagdo, visto que muitos dos farmacos ja
usados na terapéutica também inibem este fator
como é o caso dos AINES e dos glicocorticoides.
Porém, este novo conhecimento ndo prové uma
estratégia terapéutica significativamente segura, em
funcao de seus efeitos colaterais, até mesmo porque
o NF-KB participa do controle da expressdo génica
de varios outros genes nao relacionados com a
resposta inflamatéria, como, por exemplo, genes que
controlam a apoptose, o que limitaria o uso de
oligonucleotideos anti-sense.

De todas essas possibilidades citadas, talvez
a mais promissora seja a terapia por peptideos
(peptidomimese), porém outras limitacGes estariam
presentes na préatica, principalmente em rela¢do aos
efeitos imunotdxicos, ja que podem ser reconhecidas
pelo sistema imunoldgico como antigenos. Outra
possibilidade que esta em estudos de fase clinica
sdo os anticorpos monoclonais soltveis anti-TNF-a
no tratamento de artrite reumatoide®. Portanto, no
que diz respeito aos novos medicamentos de agao
antiinflamatoria, ainda ndo existe um sistema
inteiramente seguro livre de intera¢Bes adversas.
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